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ABSTRACT 
 
Background: Research on human cells odontoblas very difficult by a lack of studies in vitro models. 
We will introduce the method odontoblas culture of human pulp tissue. Pulp tissue in culture and 
dideferensiasi will be odontoblast like cells. Objective: To prove phenotype and cell morphology 
odontoblas like cells by using markers dentine matrix protein - 1 (DMP-1) in adult human pulp cells. 
Methods: pulp tissue taken from third molar teeth. mandibular impaction in patients with age 14-29 
years later cultures taken digestion method for a period of 14 days. measured expression of DMP-1 
with immunocytochemical examination. Results: The show takes place a distribution of positive cells 
expressing DMP-1 on cultured human dental pulp cells. Conclusion: digestion method effective used 
in the manufacture of culture odontoblas using DMP-1 as a marker for the formation of odontoblast 
cells lile  
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PENDAHULUAN
Jaringan Pulpa gigi adalah jaringan 
ikat longgar yang mempunyai fungsi 
pertumbuhan, nutrisi, sensorik, dan 
defensif.
1
 Jaringan gigi yang terkena jejas 
memerlukan penggantian jaringan agar 
dapat mempertahankan homeostatis dan 
terapi yang sering digunakan adalah 
menggunakan kalsium hidroksida  sebagai 
suatu bahan pulpcapping yang telah 
terbukti dapat  menginduksi terbentuknya 
dentin reparatif 
2
, 
 
meskipun masih 
terdapat beberapa kekurangan sehingga 
masih diperlukan penelitian untuk 
keberhasilan dari perawatan. Penelitian 
tentang regenerasi jaringan gigi dengan 
pendekatan pengembangan biologis untuk 
mempelajari regenerasi jaringan gigi.
3
 
Dalam hal ini, kultur sel pulpa merupakan 
bahan yang menjanjikan untuk 
memastikan regenerasi jaringan gigi.
4
 
Dalam kultur sel pulpa gigi dapat untuk 
mensintesis matriks tertentu menyerupai 
dentin .
5,6 
Sel-sel ini biasanya dikultur 
pada Eaglen medium basal, MEM, α-
MEM atau D-MEM dan 
suplementasi dengan β-Glycerophosphate 
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atau deksametason merupakan prasyarat 
untuk mengamati diferensiasi odontoblast 
like cells, nodul pembentukan dan 
mineralisasi.Telah terbukti bahwa sel 
progenitor mampu menjadi odontoblast-
like cells yang menghasilkan reparatif 
dentin setelah gigi terkena jejas. serta sel-
sel yang membedakan dalam odontoblast-
seperti dalam kultur yang belum 
teridentifikasi. Hal ini menunjukkan 
bahwa sel progenitor odontoblas  berasal 
dalam pulpa gigi 
7
dan dari hasil penelitian 
dengan jelas menunjukkan bahwa sel 
progenitor dapat berkembang biak dalam 
menanggapi dentin yang terkena jejas
.8
  
Pada saat ini terdapat beberapa 
metode dalam pembuatan kultur yaitu 
metode Out-grown dan digesti. Pada 
metode out-grown jaringan pulpa di kultur 
dengan cara dihancur kemudian ditanam 
dalam media kultur. Sedangkan metode 
digesti , jaringan pulpa di kultur dengan 
menggunakan ezym kolagenase 1.
9  
Pada 
penelitian ini menngunakan metode kultur 
digesti yang dimodifikasi pada cara 
pengambilan jaringan pulpa . Tujuan dari 
penelitian adalah membuktikan  fenotip dan 
morfologi sel odontoblas like cell dengan 
menggunakan marker dentine matrix protein 
– 1 (DMP-1) pada sel pulpa  manusia dewasa.  
 
BAHAN DAN METODE  
 Untuk menjamin bahwa semua 
prosedur yang dilakukan pada penelitian 
ini laik etik, maka sebelum penelitian ini 
dikerjakan, proposal penelitian diajukan 
lebih dulu pada Komisi Etik Fakultas 
Kedokteran Gigi Unair untuk mendapatkan 
penilaian dan pengesahan kelaikan etik.  
Kultur sel primer jaringan pulpa 
9,11 
Jaringan pulpa diambil dari gigi 
molar 3 rahang bawah  impaksi yang telah 
dicabut dari penderita dengan usia 14-29 
tahun (telah melakukan informed consent). 
Permukaan gigi dibersihkan dengan 
menutup dengan gel klorheksidin 0,3%, 
diusap dengan 70% (v / v) alkohol atau 
dicelupkan hati-hati dalam hidrogen 
peroksida 30% untuk 30 sampai 120 detik. 
Pulpa dibuka dengan membuat preparasi 
pada daerah bifurkasi sekitar 
persimpangan cementum enamel, untuk 
membuka ruang pulpa, menggunakan bur 
fisura gigi yang  disterilkan sebelumnya. 
Setelah jaringan pulpa dikeluarkan, sel 
dapat diisolasi dan dikultivasi dengan 
berbagai metode. Dalam penelitian ini 
digunakan sel pulpa yang diisolasi dengan 
cara digesti. 
Pembuatan kultur sel pulpa dengan  
cara digesti dalam larutan kolagenase tipe I 
selama 30 menit, kemudian suspensi sel 
disentrifugasi dan pelet disuspensikan 
dalam medium Dulbecco yang 
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dimodifikasi Eagle (DMEM). Suspensi sel 
tunggal dapat diperoleh dengan 
melewatkan sel melalui saringan 70 m 
(falcon) dan selanjutnya filtrat disentifus 
(1600 ppm) selama 10 menit. Dicuci 
dengan medium DMEM tanpa serum 
kemudian ditanam pada plate 6 well pada 
medium DMEM dengan 10-20% FCS, 100 
μM ascorbic acid 2-phosphate, 2 mM L-
glutamine, 100 Unit/ml penicillin and 100 
μg/ml streptomycin pada petridish 
polikarbonat. 
 
Deferensiasi sel odontoblast like cells 
Dilakukan subkultur sel (ditanam 
dengan populasi sel 10
6
)
 
 pada medium 
deferensiasi (10nM dexamethasone, 50 
μg/ml ascorbic-acid dan 10 mM 
glycerophosphate atau dengan 
penambahan faktor pertumbuhan BMP-2 
(100-200 ng/ml) pada medium prolifresi 
(DMEM + 10% FBS + 
penicillin/streptomycin), selama 14 hari, 
kemudian dilakukan : 
 
Karakterisasi odontoblast-like phenotype  
Fenotip dan morfologi dari 
odontoblas diidentifikasi menggunakan 
anti DMP-1 antibodi dengan tehnik 
immunositokimia (labVision), dengan 
prosedur sesuai dengan petunjuk 
pelaksanaan dari Immunostaining Kit 
assay (Biocare). Kemudian jumlah sel 
yang positif DMP-1(warna coklat pada 
sitoplasma) dihitung dalam %  
HASIL 
Jaringan  pulpa dari gigi molar 3 
rahang bawah di kultur dengan metode 
digesti adalah suatu metode yang efektif 
dan cepat menghasilkan proliferasi sel  
dengan cara menggunakan enzym 
kolagenase 1   (gambar 1).                       
 
 
 
 
  
 
 
Gambar 1. Odontoblas dentin 
A. Gambaran struktur sel odontoblas 
jaringan pulpa dengan pewarnaan 
Hematoxilen-Eosin (pembesaran 
400x) 
B. DMP-1 (warna coklat) terdistribusi 
pada sel-sel odontoblas jaringan 
pulpa serta pada matrik dentin 
dengan pemulasan imunostaining 
menggunakan anti DMP-1 antibodi 
(pembesaran 400x) 
C. Kultur sel primer jaringan pulpa 
 
Setelah sel proliferasi dan konfluen maka 
di disubkultur dalam media diferensiasi 
selama 14 hari sehingga menjadi sel 
A B 
C 
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odontoblas dengan fenotip seperti tampak 
pada gambar 2. 
  
 
Gambar 2. Kultur sel odontoblas jaringan pulpa 
          Ekspresi  DMP-1 (warna coklat ,pembesaran 400x) 
 
PEMBAHASAN 
 Dalam rangka untuk menjelaskan 
mekanisme yang terlibat dalam 
pembentukan dentin manusia, 
dikembangkan sistem kultur sel untuk 
mempromosikan diferensiasi sel pulpa gigi 
menjadi odontoblast. Eksplan gigi manusia 
dikultur dalam medium basal Eagle 
dilengkapi dengan 10% atau 15% serum 
janin sapi, dengan atau tanpa beta-
Glycerophosphate (beta GP). Penambahan 
beta GP media kultur odontoblas dalam sel 
kultur sel pulpa. Dalam beberapa kasus, sel 
sesuai dengan proses mereka berorientasi 
ke arah yang sama dan mengembangkan 
kompleks junctional mirip odontoblas 
secara invivo. Analisis struktur halus 
menunjukkan adanya organel intraseluler 
khas odontoblas, Mikroanalisis 
menunjukkan adanya kalsium dan fosfor 
dan pola difraksi elektron menegaskan 
struktur kristal apatitic dari mineral. 
Ekspresi (1) kolagen tipe 1 mRNA 
terdeteksi di semua sel terpolarisasi 
sedangkan dentin sialoprotein gen 
diekspresikan terutama di daerah 
mineralisasi. Sistem kultur sel 
diperbolehkan untuk dapat terjadi 
diferensiasi dari sel pulpa menjadi  
odontoblast lile cells, baik pada tingkat 
morfologi dan fungsional. Selain itu, sel-
sel ini disajikan sebuah organisasi spasial 
yang mirip dengan lapisan odontoblas gigi 
manusia.
5 
Penelitian  pada sel odontoblas 
jaringan pulpa gigi manusia sangat sulit 
oleh karena  kurangnya penelitian dalam 
model in vitro tentang metode kultur 
odontoblas  dari jaringan pulpa manusia. 
Jaringan pulpa akan di kultur dan 
dideferensiasi menjadi odontoblast like 
cells.
10 
 Isolasi dan proliferasi sel induk 
merupakan langkah pertama untuk teknik 
jaringan. Penelitian ini dilakukakan molar 
ke 3  gigi permanen yang impaksi dan 
telah dilakukan ekstraksi. Kultur  sel pulpa 
primer di isolasi dari sel induk jaringan 
pulpa gigi .
9 
Beberapa metode untuk melakukan 
kultur sel pulpa yaitu metode out-grown 
dan digesti  menggunakan enzim.
11 
Selain 
metode kultur cara pengambilan jaringan 
pulpa juga dapat dilakukan berbagai cara. 
Beberapa penelitian menggunakan burs 
karbida untuk mencapai jaringan pulpa 
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dari gigi yang  diekstraksi, yang harus 
diperhatikan adalah  cara pengambilan 
jaringan  pulpa dengan endodontik file. 
Pertama digunakan disk berlian untuk 
membuat alur tanpa mencapai jaringan 
pulpa sehingga dapat  mengurangi 
pemanasan pulpa dan kerusakan gigi 
sedikit , juga tidak menggunakan forsep 
untuk menghindari kerusakan gigi yang 
tidak teratur, tetapi metode ini mempunyai 
kelemahan atau kesulitan pengambilan 
jaringan pulpa serta meningkatkan bahaya 
kontaminasi. mikroba.  
12
 Studi lain 
menggunakan forsep untuk memotong gigi 
baru jaringan pulpa diambil.
13
 Dalam 
penelitian ini memakai  metode digesti 
yaitu  isolasi jaringan pulpa menggunakan  
enzim kolagenase 1 dan pengambilan 
jaringan pulpa dilakukan dengan metode 
yang telah dilakukan terdahulu 
12
 yang 
dimodifikasi. Metode pengambilan 
menggunakan bur intan, yang 
dipreparasikan pada bagian bifurkasi untuk 
melakukan pengambilan jaringan pulpa. 
dari lubang perforasi di irigasikan enzim 
kolagenase 1 dan kemudian ditampaung 
dalam cawan petri steril. Hal ini untuk 
menghindari kerusakan jaringan maupun 
kontaminasi mikroba. Dalam penelitian ini 
dipilih metode digesti karena didapatkan 
hasil proliferasi sel lebih dan diferensiasi 
menjadi odontoblas lebih cepat yaitu 
selama 14 – 21 hari sedangkan apabila 
menggunakan metode yang lain proliferasi 
sel selesai dalam waktu 30 hari ( 1 bulan). 
Kesimpulan dari hasil penelitian ini 
metode digesti efektif digunakan dalam 
pembuatan kultur odontoblas dengan 
menggunakan DMP-1 sebagai petanda 
pembentukan odontoblast lile cells 
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